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Resumo
Justiﬁcativa:  Os  anestésicos  locais  (ALs)  são  geralmente  considerados  como  seguros,  mas  cito-
toxicidade foi  relatada  em  vários  anestésicos  locais  usados  em  seres  humanos,  a  qual  não  é  bem
investigada.  No  presente  estudo,  a  citotoxicidade  de  lidocaína  e  ropivacaína  e  da  combinac¸ão
de lidocaína  e  ropivacaína  foi  avaliada  em  linhagens  celulares  de  melanoma  humano.  Melfalano,
um agente  alquilante  de  mostarda  nitrogenada,  foi  usado  como  um  agente  de  controle  para  a
comparac¸ão da  atividade  citotóxica.
Métodos:  Linhagens  celulares  de  melanoma,  A375  e  Hs294T  foram  expostas  por  uma  hora
a concentrac¸ões  diferentes  dos  agentes  mencionados  acima.  A  viabilidade  celular  após  a
exposic¸ão foi  determinada  por  citometria  de  ﬂuxo.
Resultados:  Os  ALs  investigados  mostraram  citotoxicidade  prejudicial  nas  linhagens  celula-
res de  melanoma  estudadas  dependente  do  tempo  (p  <  0,001),  da  concentrac¸ão  (p  <  0,001)
e do  agente.  Em  ambas  as  linhagens  de  células  A375  e  Hs294T,  níveis  mínimos  de
viabilidade  celular  foram  encontrados  após  72  horas  de  exposic¸ão  a  esses  agentes.  Lido-
caína a  2%  provocou  uma  reduc¸ão  das  células  vitais  para  10%  ±  2%  e  14%  ±  2%  em
A375 e  Hs294T,  respectivamente,  após  72  horas  de  exposic¸ão.  Ropivacaína  a  0,75%  após
72 horas  reduziu  as  células  viáveis  para  15%  ±  3%  e  25%  ±  3%,  em  A375  e  Hs294T,  respecti-
vamente. A  viabilidade  celular  mínima  após  exposic¸ão  de  72  horas  para  a  combinac¸ão  foi  de
10% ±  2%  e  18%  ±  2%  em  A375  e  Hs294T,  respectivamente.  A  viabilidade  celular  mínima  após
exposic¸ão de  72  horas  ao  melfalano  foi  de  8%  ±  1%  e  12  ±  2,  em  A375  e  Hs294T,  respectivamente.
Conclusão:  Os  ALs  têm  atividade  citotóxica  em  linhagens  de  celulares  de  melanoma  humano  de
modo dependente  do  tempo,  da  concentrac¸ão  e  do  agente.  A  apoptose  nas  linhagens  celularesividade  das  caspases-3  e  caspases-8.
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Abstract
Background:  Local  anesthetics  (LAs)  are  generally  considered  as  safe,  but  cytotoxicity  has  been
reported for  several  local  anesthetics  used  in  humans,  which  is  not  well  investigated.  In  the
present study,  the  cytotoxicity  of  lidocaine,  ropivacaine  and  the  combination  of  lidocaine  and
ropivacaine  were  evaluated  on  human  melanoma  cell  lines.  Melphalan,  a  nitrogen  mustard
alkylating agent,  was  used  as  a  control  agent  for  comparison  of  cytotoxic  activity.
Methods:  Melanoma  cell  lines,  A375  and  Hs294T,  were  exposed  to  1  h  to  different  concentrations
of above  agents.  Cell-viability  after  exposure  was  determined  by  ﬂow  cytometry.
Results:  Investigated  LAs  showed  detrimental  cytotoxicity  on  studied  melanoma  cell  lines  in
time- (p  <  0.001),  concentration-  (p  <  0.001),  and  agent  dependant.  In  both  A375  and  Hs294T
cell lines,  minimum  cell  viability  rates  were  found  after  72  h  of  exposure  to  these  agents.
Lidocaine  2%  caused  a  reduction  of  vital  cells  to  10%  ±  2%  and  14%  ±  2%  in  A375  and  Hs294T,
respectively  after  72  h  of  exposure.  Ropivacaine  0.75%  after  72  h  reduced  viable  cells  to  15%  ±  3%
and 25%  ±  3%  in  A375  and  Hs294T,  respectively.  Minimum  cell  viability  after  72  h  exposure  to  the
combination  was  10%  ±  2%  and  18%  ±  2%  in  A375  and  Hs294T,  respectively.  Minimum  cell  viability
after 72  h  exposure  to  melphalan  was  8%  ±  1%  and  12%  ±  2%,  in  A375  and  Hs294T,  respectively.
Conclusion:  LAs  have  cytotoxic  activity  on  human  melanoma  cell  lines  in  a  time-,  concentration-
and agent-dependant  manner.  Apoptosis  in  the  cell  lines  was  mediated  through  activity  of
caspases-3 and  caspases-8.
©  2016  Sociedade  Brasileira  de  Anestesiologia.  Published  by  Elsevier  Editora  Ltda.  This  is  an
open access  article  under  the  CC  BY-NC-ND  license  (http://creativecommons.org/licenses/by-
nc-nd/4.0/).
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Pouco  se  sabe  sobre  a  quimioterapia  e  os  anestésicos  em
geral.  Em  cenários  perioperatórios  e  ambulatórios,  anes-
tésicos  locais  são  aplicados  por  via  intra-articular.1 Os
anestésicos  locais  do  tipo  aminoamida  exibem  sua  atividade
principalmente  ao  bloquear  a  conduc¸ão  do  impulso  de  axô-
nios  do  nervo  de  modo  reversível.  Lidocaína  e  ropivacaína
são  anestésicos  locais  que  pertencem  à  classe  das  aminoa-
minas.  O  primeiro  exibe  atividade  antiarrítmica  (classe-1b).
Em  geral,  os  anestésicos  locais  (ALs)  previnem  ou  aliviam
a  dor  por  meio  de  ligac¸ão a  receptores  em  sítios  espe-
cíﬁcos  dos  canais  de  sódio  (Na+)  nos  nervos  e  bloqueiam
a  movimentac¸ão de  íons  através  desses  poros.  As  proprie-
dades  clínicas  de  um  AL  são  determinadas  tanto  química
quanto  farmacologicamente.2 Demonstrou-se  que  os  ALs,
incluindo  lidocaína,  aplicados  topicamente  forneceram  um
bom  controle  da  dor  em  pacientes  com  câncer  oral  ou  retal.
Lidocaína  e  ropivacaína  são  administradas  em  concentrac¸ões
de  1,5%  ou  2%  e  0,5%  ou  0,75%,  respectivamente,  para  anes-
tesia  cirúrgica,  com  cardiotoxicidade  e  toxicidade  no  SNC
reduzidas.1,3,4 Esses  ALs  são  amplamente  usados  no  controle
da  dor  em  pacientes  com  câncer  de  cabec¸a e  pescoc¸o para
inibir  metástase  e  recidiva  de  tumores  e  reduzir  o  estresse
cirúrgico  induzido  pela  atividade  das  células  NK  (natural  kil-
ler).  Contudo,  estudos  in  vitro  e  em  in  vivo  demonstraram
citotoxicidade  em  várias  células  cultivadas.5,6 Publicac¸ões
anteriores  relataram  que  a  injec¸ão de  uma  dose  única
de  lidocaína  a  1%  pode  ter  atividade  condrotóxica  signi-
ﬁcativa.  A  citotoxicidade  de  lidocaína  em  células-tronco
mesenquimais,  em  células  orais  e  de  tumores  humanos  e
células  endoteliais  da  córnea  e  ﬁbroblastos  do  tendão  do
m
b
panguito  rotador  foi  relatada  anteriormente.7--13 Ropiva-
aína,  um  anestésico  local  aminoamida  de  ac¸ão  prolongada,
nibe  o  inﬂuxo  de  íons  de  sódio  reversivelmente  e,  dessa
orma,  bloqueia  a  conduc¸ão  do  impulso  nas  ﬁbras  ner-
osas.  Relatou-se  que  ropivacaína  demonstrou  potencial
eduzido  de  toxicidade  cardíaca  e  no  CNS  e  que  é  usada
om  mais  frequência  em  anestesia  local  e  no  manejo  das
ores  do  parto  e  dor  no  pós-operatório.  Além  da  atividade
nestésica  local,  relatou-se  também  que  ropivacaína  inibiu
 agregac¸ão  plaquetária  e  a  atividade  antibacteriana  em
studos  in  vitro. Também  há  relato  da  citotoxicidade  de
opivacaína  em  linhagens  de  células  mesenquimais  a  uma
oncentrac¸ão  de  0,5%.  A  neurotoxicidade  dos  anestésicos
ocais  foi  associada  à  apoptose.10,14--18 Embora  os  anesté-
icos  locais  do  tipo  aminoamida  sejam  usados  há  muito
empo  para  várias  complicac¸ões,  não  há  informac¸ão  ade-
uada  sobre  a  atividade  citotóxica  desses  agentes,  o  que
equer  estudo  detalhado.  A atividade  citotóxica  dos  ALs
omumente  usados  em  casos  de  melanoma  ainda  não  foi
mplamente  estudada.  A  nossa  hipótese  foi  que  esses  ALs
minoamidas  regularmente  usados  têm  efeitos  citotóxicos
m  melanoma  humano,  a  forma  mais  letal  de  câncer  de  pele,
e  forma  especíﬁca  para  o  agente,  o  tempo  e  a  dose.  Neste
studo,  além  de  avaliar  diferentes  concentrac¸ões  dos  ALs
encionados  acima,  investigamos  a  combinac¸ão  de  ambos
s  compostos  para  avaliar  o  potencial  citotóxico.  O  objetivo
rimário  do  estudo  foi  investigar  se  esses  LAs  comumente
sados  têm  efeitos  citotóxicos  em  linhagens  de  células
e  melanoma.  Neste  estudo,  o efeito  do  pH  dos  ALs  na
orte  celular  de  linhagens  de  células  de  melanoma  tam-
ém  foi  avaliado.  O  teste  de  atividade  das  caspases  foi  feito
ara  conﬁrmar  se  a  morte  celular  foi  causada  por  apoptose.
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elfalano,  um  agente  mostarda  alquilante  nitrogenado,  é
m  quimioterápico  que  atua  por  alquilac¸ão  de  guanina  dos
ucleotídeos  de  DNA.  Relatou-se  que  melfalano  é  citotóxico
m  várias  linhagens  celulares,  incluindo  de  melanoma,  e,
ortanto,  é  usado  como  um  agente  padrão  para  avaliar  o
otencial  citotóxico  e  como  comparador.19,20
aterial e  métodos
aterial
idocaína,  ropivacaína  e  melfalano  (137-58-6;  98717-15-8
 148-82-3,  respectivamente)  foram  adquiridos  da  Sigma-
Aldrich,  Alemanha.  Todos  esses  medicamentos  e  reagentes
ão  tinham  conservantes  e  foram  dissolvidos  em  soluc¸ão
alina  tamponada  (pH  7,0).  Brometo  de  3-[4,5-dimetiltiazol-
-il]-2,5-difeniltetrazólio  (MTT)  foi  adquirido  da  Sigma
Sigma  Chem.  Ind.,  St.  Louis,  MO,  EUA).
ultura  celular
élulas  de  melanoma  maligno  humano,  linhagem  A375,
oram  adquiridas  do  Instituto  de  Biologia  Celular,  Ins-
ituto  Xangai  de  Ciências  Biológicas,  Academia  Chinesa
e  Ciências,  China.  A  linhagem  celular  foi  cultivada  em
eio  de  cultura  Eagle  Modiﬁcado  por  Dulbecco  (DMEM)
Life  Technologies,  Carlsbad,  CA,  EUA).  A  linhagem  celular
oi  suplementada  com  4  mM  de  glutamina,  o  dipeptídeo
-alanil-L-glutamina  que  impede  a  degradac¸ão  e  acú-
ulo  de  amônia  em  culturas  tanto  aderentes  quanto  de
uspensão,  e  soro  fetal  bovino  a  5%  (Life  Technologies).
élulas  de  melanoma  humano,  linhagem  Hs294T,  (Instituto
e  Biologia  Celular,  China)  foram  cultivadas  em  meio  de
ultura  DMEM  (Lonza,  Basel,  Suíc¸a)  suplementado  com
 mM  glutamina  (Life  Technologies)  e  soro  fetal  bovino  a
%  (Life  Technologies).  A  linhagem  celular  de  ﬁbroblastos
érmicos  humanos  normais  (NHDF;  Lonza)  foi  cultivada  em
eio  de  cultura  MEM (Lonza),  suplementado  com  2  mM  de
lutamina  (Life  Technologies)  e  soro  fetal  bovino  a  10%  (Life
echnologies).  As  células  foram  cultivadas  até  a  conﬂuência
 transferidas  para  placas  de  cultivo  de  48  poc¸os,  48  horas
ntes  do  tratamento  experimental.
Todos  os  meios  continham  estreptomicina  (0,1  mg.mL--1),
enicilina  (100  U.mL--1)  e  anfotericina  B  (0,25  g.mL--1)
Lonza).  As  células  foram  cultivadas  a  37 ◦C  em  atmosfera
úmida  saturada  com  5%  de  CO2 e  95%  de  humidade  relativa.
nálise  de  apoptose  celular  por  citometria  de  ﬂuxo
idocaína  e  ropivacaína  formam  o  grupo  de  ALs  aminoa-
idas,  mas  diferem  quanto  à  potência  analgésica,  início
e  ac¸ão  e  durac¸ão da  anestesia.  Durante  uma  hora,  as
élulas  de  melanoma  foram  expostas  a  1  mL  de  soluc¸ões
os  anestésicos  locais  com  as  seguintes  concentrac¸ões:
,03125%,  0,0625%,  0,125%,  0,25%,  0,5%,  1%  e  2%  de  lido-
aína;  0,03125%,  0,0625%,  0,125%,  0,25%,  0,5%,  e  0,75%  de
opivacaína;  melfalano  (0,2%)  e  0,03125%,  0,0625%,  0,125%,
,25%,  0,5%  e  0,75%  de  uma  combinac¸ão  de  lidocaína-
ropivacaína.  A  concentrac¸ão dos  compostos  testados  variou
e  0,03125%  a  2%.  As  células  controles  foram  tratadas  com
m
A
c
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oro  ﬁsiológico  normal  durante  uma  hora.  As  soluc¸ões tra-
adas  que  continham  células  de  melanoma  não  aderentes
oram  removidas  e  centrifugadas.  Os  sedimentos  celula-
es  formados  foram  lavados  em  soluc¸ão salina  tamponada
 devolvidos  aos  respectivos  poc¸os  com  meio  de  cultura.
pós  24  e  72  horas,  a  viabilidade  celular  foi  determinada
or  citometria  de  ﬂuxo.  Para  determinar  a  inﬂuência  do
H  sobre  as  linhagens  de  células  de  melanoma  humano,  as
axas  de  viabilidade  foram  analisadas  24  e  72  horas  após
ma  hora  de  exposic¸ão  à  soluc¸ão salina  com  pH  de  7,4;
;  6;  5  e 4.  O  seguinte  procedimento  geral  foi  usado  para
nalisar  a  viabilidade  das  células  de  melanoma:  as  células
375  (1  ×  106 mL--1)  foram  semeadas  em  placas  de  cultura,
eixadas  a  aderir  e  colhidas  após  tratamento  com  ropiva-
aína  e  lidocaína  e  combinac¸ão  de  lidocaína-ropivacaína  por
4  horas.  As  células  controles  incluíram  células  coradas  e
élulas  não  tratadas  (isto  é,  não  tratadas  com  veículo).
odo  o  processo  foi  feito  em  gelo.  Em  momentos  indivi-
uais,  o  meio  de  cultura  foi  colhido,  combinado  com  as
élulas  em  suspensão  e  centrifugado  durante  5  minutos  a
.200  rpm  para  assegurar  a  coleta  de  todo  o  material  celu-
ar.  Os  sedimentos  celulares  foram  suspensos  em  tampão  de
igac¸ão  (500  L  1×)  a  uma  densidade  de  aproximadamente
 ×  106 mL--1.  As  amostras  foram  incubadas  com  colorac¸ão  de
nexina  V-FITC  (1  L)  e  PI  (5  L)  por  exatamente  5  min  em
emperatura  ambiente  no  escuro  e  foram  então  transferidas
ara  tubos  FACS  de  5  mL  e  em  seguida  a  mensurac¸ão  foi  feita
om  um  citômetro  FACSCalibur  (Becton  Dickinson,  EUA).  A
uorescência  de  PI  e  V-FITC  foi  detectada  nos  canais  FL-1
verde)  e  FL-2  (vermelho),  respectivamente,  após  correc¸ão
ara  a  sobreposic¸ão  espectral  entre  os  dois  canais.  O  pro-
rama  CellQuest  (Becton  Dickinson,  EUA)  foi  usado  para  a
nálise  dos  dados.1
nsaio  das  atividades  das  caspases-3/8
s  atividades  das  caspases-3/8  foram  analisadas  em  12,  24  e
2  horas  após  a  exposic¸ão  aos  anestésicos  locais,  com  o  uso
e  kits  de  ensaio  colorimétrico  (Keygen  Co.,  China).  As  célu-
as  (1  ×  106 poc¸o--1) foram  semeadas  em  placas  de  seis  poc¸os
 tratadas  com  diferentes  concentrac¸ões  de  lidocaína,  ropi-
acaína  ou  mistura  de  lidocaína  e  ropivacaína  e  melfalano
or  12,  24  e  72  horas.  A  caspase-3  e  a  caspase-8  hidro-
isam  o  substrato  peptídico  (Ac-DEVD-PNA  e  Ac-IETD-PNA,
espectivamente),  o  que  leva  à  liberac¸ão  de  p-nitroanilida
pNA).  A  concentrac¸ão de  pNA  é  calculada  de  acordo  com  a
bsorbância  medida  a  um  comprimento  de  onda  de  405  nm  e
urva  de  calibrac¸ão  com  base  nas  soluc¸ões-padrão  de  pNA.
odos  os  valores  obtidos  foram  expressos  em  pNA.mg--1 de
roteína  total.  Além  disso,  todos  os  valores  obtidos  foram
ormalizados  para  a  viabilidade  das  células  controles.13
nálise  estatística
ada  experimento  foi  feito  em  triplicado  e  os  dados  repre-
entativos  foram  registrados.  Anova  simples  foi  usada  para
edir  os  valores  médios  das  comparac¸ões  estatísticas.
 correlac¸ão  das  variáveis  foi  avaliada  com  análise  de
orrelac¸ão  bivariada.  As  diferenc¸as  com  p  <  0,05  foram  con-
ideradas  estatisticamente  signiﬁcativas  e  todos  os  valores-p
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Figura  1  Efeito  de  ropivacaína  sobre  a  viabilidade  das  células  A375  de  melanoma.  A  curva  dose-resposta  da  citotoxicidade  de
ropivacaína foi  mensurada  (A)  24  horas  e  (B)  72  horas  após  uma  hora  de  exposic¸ão  a  citometria  de  ﬂuxo.  (A  e  B)  Concentrac¸ões
de ropivacaína  a  0,50%  e  0,75%  causaram  uma  reduc¸ão  signiﬁcativa  da  viabilidade  celular  em  comparac¸ão  com  o  controle  (soluc¸ão
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dos experimentos,  com  o  erro  padrão  como  barras  de  erro  (*p  <
foram  determinados  com  testes  bicaudais.  A  análise  estatís-
tica  foi  feita  com  o  programa  SPSS  12.0.
Resultados
Análise  da  viabilidade  celular  com  o  uso
de citometria  de  ﬂuxo
Neste  estudo,  lidocaína,  ropivacaína  e  a  combinac¸ão
de  lidocaína-ropivacaína  apresentaram  citotoxicidade
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Figura  2  Efeito  de  lidocaína  sobre  a  viabilidade  das  células  A375  d
causaram reduc¸ões  signiﬁcativas  da  viabilidade  celular  em  comparac¸
parável com  a  do  agente  padrão  (melfalano  a  0,5%)  após  24  e  72  hora
com o  erro  padrão  como  barras  de  erro  (*p  <  0,05; #p  <  0,01;  controle%)  após  24  e  72  horas.  As  barras  representam  os  valores  médios
; #p  <  0,01).
ependente  da  concentrac¸ão, do  tempo  e  do  agente  em
élulas  de  melanoma  humano  (A375,  Hs294T)  e  os  resul-
ados  obtidos  foram  comparáveis  aos  do  melfalano,  um
gente  alquilante  de  mostarda  nitrogenada,  usado  como
gente-padrão  para  a  comparac¸ão  (ﬁgs.  1-6).
A  exposic¸ão  a  concentrac¸ões elevadas  de  lidocaína  e
opivacaína  resultou  em  reduc¸ão do  número  de  células
iáveis  observáveis.  O  tratamento  com  uma  combinac¸ão
e  lidocaína-ropivacaína  a  uma  concentrac¸ão  de  0,25%  e
uperior  causou  um  declínio  signiﬁcativo  de  células  viáveis
m  ambas  as  linhagens  celulares  A375  e  Hs294T.  A  frac¸ão
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e  melanoma.  Concentrac¸ões  de  lidocaína  a  0,75%  e  superiores
ão  com  o  controle  (soluc¸ão  salina)  e  a  citotoxicidade  foi  com-
s.  As  barras  representam  os  valores  médios  dos  experimentos,
,  soluc¸ão  salina;  padrão,  melfalano  a  0,5%).
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Figura  3  Efeito  da  combinac¸ão  de  lidocaína-ropivacaína  sobre  a  viabilidade  das  células  A375  de  melanoma.  As  taxas  de  viabilidade
foram signiﬁcativamente  menores  na  combinac¸ão  de  concentrac¸ões  de  lidocaína  e  ropivacaína  superiores  a  0,25%  e  acima  de  24  e
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p2 horas  após  o  tratamento.  As  barras  representam  os  valores  
*p  <  0,05; #p  <  0,01;  controle,  soluc¸ão  salina;  padrão,  melfalano
e  células  apoptóticas  e  necróticas  aumentou.  Viabilidade
ínima  das  células  foi  observada  a  uma  concentrac¸ão
e  0,75%  e  as  taxas  de  viabilidade  a  essa  concentrac¸ão
oram  de  15%  ±  2%  (p  <  0,005)  após  24  horas  e  de  10%  ±  2%
p  < 0,005)  após  72  horas,  respectivamente  (ﬁgs.  3  A  e  3  B).
a  linhagem  de  células  A375,  as  concentrac¸ões  de  ropi-
acaína  a  0,50%  e  superiores  causaram  diminuic¸ões
igniﬁcativas  da  viabilidade  e  aumentaram  a  apoptose  e  a
ecrose,  em  comparac¸ão  com  a  soluc¸ão salina  (controle)  em
odos  os  momentos  de  avaliac¸ão  do  estudo  (ﬁgs.  1  A  e  1  B).
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igura  4  Efeitos  de  ropivacaína  sobre  a  viabilidade  das  células  Hs2
e ropivacaína  foi  mensurada  24  horas  (A)  e  72  horas  (B)  após  expo
e ropivacaína  a  0,50%  e  0,75%  causaram  reduc¸ões  signiﬁcativas  d
alina) e  foram  comparáveis  com  as  do  padrão  (melfalano  a  0,5%)  ap
iferenc¸as relevantes  para  as  concentrac¸ões  mais  baixas.  As  barras
adrão como  barras  de  erro  (*p  <  0,05; #p  <  0,01).ios  dos  experimentos,  com  o  erro  padrão  como  barras  de  erro
5%).
 citotoxicidade  de  ropivacaína  aumentou  de  modo  depen-
ente  da  concentrac¸ão.  Ropivacaína  a  0,75%  causou  uma
educ¸ão  da  viabilidade  celular  para  22%  ±  3%  (p  <  0,005)
pós  24  horas  e  para  15%  ±  3%  (p  <  0,005)  após  72  horas,
espectivamente.
O  tratamento  com  diferentes  concentrac¸ões de  lidocaína
ambém  causou  declínio  da  viabilidade  celular  da  linhagem
375  de  forma  dependente  da  dose  (ﬁg.  2  A  e  2  B).  Lido-
aína  a  0,75%  e  superior  causou  reduc¸ão de  células  vitais  da
inhagem  A375  e  as  viabilidades  mínimas  das  células  foram
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94T  de  melanoma.  A  curva  de  dose-resposta  da  citotoxicidade
sic¸ão  de  uma  hora,  com  citometria  de  ﬂuxo.  As  concentrac¸ões
a  viabilidade  celular  em  comparac¸ão  com  o  controle  (soluc¸ão
ós  24  e  96  horas.  As  análises  da  viabilidade  não  apresentaram
 representam  os  valores  médios  dos  experimentos,  com  o  erro
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Figura  5  Efeitos  da  lidocaína  sobre  a  viabilidade  de  células  Hs294T  de  melanoma.  O  tratamento  com  concentrac¸ões  de  lidocaína
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2a 0,75%  e  superiores  reduziu  de  modo  signiﬁcativo  a  viabilidad
experimentos,  com  o  erro  padrão  como  barras  de  erro  (*p  <  0,05
de  25%  ±  2%  (p  <  0,001)  e  de  10%  ±  2%  (p  <  0,005)  após  24  e
72  horas,  respectivamente.  Melfalano  foi  usado  como  agente
padrão  e  causou  uma  reduc¸ão de  células  vitais  para  10%  ±  2%
(p  <  0,001)  e  8%  ±  1%  (p  <0,001)  após  24  e  72  horas,  respec-
tivamente.
Resultados  semelhantes  foram  obtidos  em  linhagens
celulares  de  melanoma  Hs294T  e  conﬁrmaram  adicional-
mente  o  efeito  citotóxico  desses  agentes  em  linhagens
celulares  de  melanoma  (ﬁgs.  4-6).  Neste  estudo,  a  linha-
gem  celular  A375  foi  mais  sensível  aos  anestésicos  locais
em  comparac¸ão  com  a  linhagem  celular  Hs294T.  Na  linhagem
celular  Hs294T,  a  exposic¸ão  com  a  combinac¸ão  de  lidocaína-
-ropivacaína  a  0,25%  ou  superior  causou  citotoxicidade  e  as
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Figura  6  Efeitos  da  combinac¸ão  de  lidocaína+ropivacaína  sobre  a
bilidade foram  reduzidas  de  modo  signiﬁcativo  na  combinac¸ão  de  c
superiores 24  e  72  horas  após  o  tratamento.  As  barras  representam  
barras de  erro  (*p  <  0,05; #p  <  0,01;  controle,  soluc¸ão  salina;  padrão,s  24  e  72  horas.  As  barras  representam  os  valores  médios  dos
<  0,01;  controle,  soluc¸ão  salina;  padrão,  melfalano  a  0,5%).
axas  de  viabilidade  mínima  foram  de  20%  ±  2%  (p  <  0,005)
 de  18%  ±  2%  (p  <  0,005)  após  72  horas,  respectivamente
ﬁgs.  6  A  e  6  B).  O  tratamento  com  concentrac¸ões  crescentes
e  lidocaína  também  demonstrou  declínio  da  viabilidade  de
inhagens  celulares  Hs294T,  de  forma  dependente  da  dose.
idocaína  a  0,75%  e  superior  causou  uma  reduc¸ão de  células
itais  da  linhagem  A375  e  as  taxas  de  viabilidade  mínima
oram  de  23%  ±  5%  (p  <  0,005)  e  de  14%  ±  2%  (p  <  0,001)  após
4  e  72  horas,  respectivamente  (ﬁgs.  5  A  e  5  B).
A  exposic¸ão  ao  aumento  da  concentrac¸ão  de  ropivacaína
ambém  causou  queda  da  viabilidade  celular  da  linhagem
s294T.  O tratamento  com  uma  concentrac¸ão  a  0,5%  ou
uperior  causou  reduc¸ão de  células  vitais  da  linhagem  e  as
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oncentrac¸ões  de  lidocaína  e  ropivacaína  superiores  a  0,25%  e
os  valores  médios  dos  experimentos,  com  o  erro  padrão  como
 melfalano  a  0,5%).
600  D-K.  Kang  et  al.
120
100
80
60
40
20
0
Dia 1
Cé
lu
la
s 
viá
ve
is 
(%
)
Dia 4
Efeito do pH sobre a viabilidade 
da linhagem celular A375
Dia 7
120
100
80
60
40
20
0
Dia 1
pH 7,4 pH 7 pH 6 pH 5 pH 4
Cé
lu
la
s 
viá
ve
is 
(%
)
Dia 4
Efeito do pH sobre a viabilidade 
da linhagem c elular Hs294T
Dia 7
Figura  7  Efeitos  do  pH  sobre  a  viabilidade  celular  de  melanoma.  As  linhagens  de  células  (A375  e  Hs294T)  não  foram  afetadas  de
forma signiﬁcativa  após  uma  de  exposic¸ão  a  soluc¸ões  salinas  com  pH  de  7,4;  7;  6;  5  e  4  após  1,  4  e  7  dias,  com  citometria  de  ﬂuxo.
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axas  de  viabilidade  mínima  foram  de  32%  ±  3%  (p  <  0,001)
 de  25%  ±  3%  (p  <  0,005)  após  24  e  72  horas,  respectiva-
ente  (ﬁg.  4  A  e  4  B).  Melfalano,  agente  citotóxico  padrão,  a
ma  concentrac¸ão  de  0,2%  provocou  uma  reduc¸ão de  células
itais  para  15%  ±  2%  (p  <  0,001)  e  para  12%  ±  2%  (p  <  0,001)
pós  24  e  72  horas,  respectivamente.
feito  do  pH  sobre  a  citotoxicidade
 acidez  dos  anestésicos  locais  pode  ser  uma  das  causas  do
feito  citotóxico.  Para  essa  avaliac¸ão,  as  mesmas  linhagens
elulares  foram  tratadas  com  soluc¸ão salina  com  pH  que
ariou  entre  4  e  7,4.  A  viabilidade  das  linhagens  celulares
e  melanoma  (A375  e  Hs294T)  não  foi  afetada  de  forma
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aspase-3 e  caspase-8.número  total  de  células  nos  diferentes  grupos  de  tratamento.
om  pH  de  4;  5;  6;  7 e  7,4  após  um,  quatro  e sete  dias  com
 uso  de  citometria  de  ﬂuxo.  As  proporc¸ões  de  viabilidade
as  células  são  mostradas  como  percentagem  do  número
otal  de  células  em  diferentes  grupos  de  tratamento
ﬁgs.  7  A  e  7  B).
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 apoptose  é  mediada  por  uma  cascata  de  caspases  ou
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umentaram  de  forma  signiﬁcativa  a  expressão  das  cas-
ases  3  e  8  ativadas  de  modo  dependente  do  tempo  na
inhagem  celular  A375  (ﬁgs.  8  A  e  8  B).  Níveis  de  pico  foram
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oEfeitos  citotóxicos  de  anestesia  local  com  lidocaína/ropivac
12  horas.  Em  seus  picos,  todos  os  agentes  apresentaram
níveis  signiﬁcativos  maiores  de  gerac¸ão de  caspase  em
comparac¸ão  com  o  grupo  controle  (p  ≤  0,004).
Discussão
Os  resultados  do  estudo  sustentam  a  hipótese  de  que  os
anestésicos  locais  aminoamida  avaliados  têm  efeito  citotó-
xico  sobre  as  linhagens  celulares  de  melanoma  humano.  Os
anestésicos  locais  têm  sido  usados  em  anestesia  dérmica,
raquianestesia,  anestesia  tópica  e  para  aliviar  a  dor  em
pacientes  com  câncer.  Lidocaína  e  ropivacaína  são  usadas
clinicamente  em  concentrac¸ão  de  1,5%  ou  2%  e  0,5%
ou  0,75%,  respectivamente,  para  anestesia  cirúrgica.1,3
Relatou-se  também  que  ropivacaína  é  menos  cardiotóxica
e  menos  tóxica  ao  nervoso  central  do  que  lidocaína  e
outros  anestésicos  locais  comumente  usados.  De  acordo
com  um  estudo  farmacodinâmico  de  anestésicos  locais,
ropivacaína  tem  um  tempo  de  ac¸ão  mais  prolongado  e
potência  mais  elevada,  em  comparac¸ão  com  lidocaína.
Além  disso,  ropivacaína  tem  uma  taxa  maior  de  recuperac¸ão
de  parada  cardíaca  que  do  lidocaína.21 Contudo,  relatou-se
que  lidocaína  e  ropivacaína  têm  atividade  citotóxica.22
Estudos  também  relataram  efeitos  citotóxicos  desses
anestésicos  locais  de  forma  dependente  da  dose  e  do  tempo
sobre  diferentes  tipos  de  câncer.23--25 Porém,  são  poucos
os  estudos  que  avaliaram  o  efeito  de  lidocaína  e  ropiva-
caína,  anestésicos  locais  comumente  usados,  em  linhagens
celulares  de  melanoma  humano  e  isso  nos  impulsionou  a
conduzir  o  presente  estudo.  Além  disso,  a  avaliac¸ão  da
combinac¸ão  de  dois  anestésicos  locais  também  foi  feita  para
investigar  a  ac¸ão  citotóxica  sinergética  sobre  as  linhagens
celulares  de  melanoma  humano.  A  combinac¸ão  da  mesma
classe  de  anestésicos  locais,  isto  é,  aminoamida,  foi  des-
provida  de  quaisquer  problemas  compatíveis  e  veriﬁcou-se
ter  atividade  sinérgica  e  o  efeito  citotóxico  da  combinac¸ão
foi  comparável  ao  de  melfalano.  No  entanto,  no  pre-
sente  estudo,  ropivacaína  demonstrou  atividade  citotóxica
quando  comparada  com  soro  ﬁsiológico  normal  em  qualquer
concentrac¸ão,  mas  foi  menos  citotóxica  quando  comparada
com  lidocaína,  a  combinac¸ão  e  melfalano.
Vários  estudos  mostraram  efeitos  citotóxicos  de  diferen-
tes  concentrac¸ões de  anestésicos  locais  após  tempos  de
exposic¸ão  e  de  avaliac¸ão  diferentes.7--13 Em  comparac¸ão
com  um  cenário  experimental  idêntico  em  linhagens  celula-
res  de  câncer,  as  linhagens  celulares  de  melanoma  humano
foram  mais  sensíveis  aos  anestésicos  locais  e  causaram  mais
morte  celular  após  tratamento  com  concentrac¸ões  iguais
de  anestésicos  locais  para  os  mesmos  tempos  de  exposic¸ão
e  de  avaliac¸ão.  Após  a  exposic¸ão  aos  anestésicos  locais,  a
morte  celular  imediata  pode  ter  sido  causada  por  necrose,
enquanto  a  viabilidade  das  células  diminuiu  de  forma  depen-
dente  do  tempo  ao  longo  de  várias  horas.  Estudos  publicados
mostraram  que  a  permeabilidade  e  citotoxicidade  da  mem-
brana  foram  máximas  quando  a  lipoﬁlicidade,  determinada
pelo  coeﬁciente  de  partic¸ão octanol-água  (log  p),  ﬁcou
próximo  de  3.26,27 Esse  achado  foi  adicionalmente  susten-
tado  por  nosso  trabalho  no  qual  ropivacaína  (log  p  =  2,91)
e  lidocaína  (log  p  =  2,56)  mostraram  efeitos  citotóxicos  em
linhagens  celulares  de  melanoma  (A375  e  Hs294T).  Esse
resultado  sugere  que  a  citotoxicidade  dos  anestésicos  locais
c
p
u
c em  linhagens  celulares  de  melanoma  humano  601
stá  muito  relacionada  com  a  permeabilidade  de  suas  mem-
ranas.
A  acidez  dos  anestésicos  locais  pode  ser  uma  das  causas
os  efeitos  citotóxicos  e  para  avaliá-la  as  mesmas  linhagens
elulares  foram  tratadas  com  soluc¸ões salinas  com  pH  que
ariou  entre  4  e  7,4.  A  avaliac¸ão da  viabilidade  não  apre-
entou  diferenc¸a  em  toda  a  variac¸ão de  pH  estudada  e  a
tividade  citotóxica  devido  à  acidez  dos  anestésicos  locais
ôde  ser  excluída  neste  estudo  (ﬁgs.  7  A  e  7  B).
A  atividade  das  caspases  foi  avaliada  para  diferenciar
e  apoptose  ou  necrose  foi  responsável  pela  atividade
itotóxica.13 As  caspases  desempenham  um  papel  impor-
ante  na  apoptose  (morte  celular  programada),  necrose
 inﬂamac¸ão.  São  amplamente  classiﬁcadas  pelo  papel
ue  desempenham  na  apoptose  (caspases  3,  6,  7,  8  e  9
m  mamíferos)  e  na  inﬂamac¸ão  (caspases  1,  4,  5  e  12
m  seres  humanos).  Além  disso,  as  caspases  envolvidas
a  apoptose  são  classiﬁcadas  com  base  no  mecanismo  de
c¸ão:  caspases  iniciadoras  (caspases  8  e  9)  e  caspases
xecutoras  (caspases  3,  6  e  7).  Em  célula  apoptótica,  a
aspase-3  é  ativada  por  vias  extrínseca  (ligando  de  morte)
 intrínseca  (mitocondrial).28,29 Neste  estudo,  a  atividade
anto  da  caspase-3  quanto  da  caspase-8  foi  aumentada,
 que  sugere  o  papel  dessas  caspases  na  regulac¸ão  da
poptose  (ﬁgs.  8  A  e  8  B).
Neste  estudo,  o  método  foi  desenhado  para  diminuir
 medir  aproximadamente  possíveis  danos  celulares  iatro-
ênicos  com  um  cenário  experimental  em  culturas  de
onocamada.  A  exposic¸ão  a anestésicos  locais  pode  pre-
udicar  a  aderência  celular  aos  discos  de  cultura.  Portanto,
s  células  não  aderentes  do  estudo  foram  lavadas  e  devol-
idas.  O  instrumento  mais  comumente  usado  para  medir
 viabilidade  celular  é  a citometria  de  ﬂuxo  e,  portanto,
sse  foi  o  instrumento  usado  para  estimar  a  viabilidade  com
recisão.4,25,30
Os  anestésicos  locais  aminoamida  que  usamos  neste
studo  são  amplamente  usados  para  tratar  irritac¸ão,  dor
 prurido  e  são  injetados  como  um  anestésico  odon-
ológico  ou  usados  como  anestésicos  locais  em  cirurgia
e  pequeno  porte.31,32 Os  anestésicos  locais  avaliados,
ncluindo  a  combinac¸ão  de  lidocaína-ropivacaína,  foram
ais  citotóxicos  em  concentrac¸ões mais  elevadas  do  que
m  concentrac¸ões menos  elevadas.  O  estudo  investiga-
ivo  sugere  que  lidocaína,  ropivacaína  e combinac¸ão  de
idocaína-ropivacaína  podem  ser  adicionalmente  investi-
adas  para  suas  propriedades  anticancerígenas  para  o
ratamento  de  pacientes  com  melanoma,  visto  que  os  agen-
es  quimioterápicos  atualmente  disponíveis  têm  efeitos
ecundários  devastadores.  Descobrimos  que  a  combinac¸ão
e  lidocaína-ropivacaína,  em  particular,  é  tão  citotóxica
omo  a  de  melfalano,  um  agente  alquilante  de  mostarda
itrogenada  (10%  vs.  8%,  respectivamente;  p  <  0,01).  Os
nestésicos  locais  estudados  podem  ser  adicionalmente
nvestigados  em  combinac¸ão  com  outros  agentes  antican-
erígenos  ou  outros  tipos  de  anestésicos  locais  de  atividade
inérgica  sobre  o  melanoma  e  outros  cânceres.  Por  outro
ado,  com  base  nos  resultados  deste  estudo,  recomendamos
 uso  em  baixas  concentrac¸ões  dos  anestésicos  locais  menos
itotóxicos  comercialmente  disponíveis,  como  bupivacaína,
ara  o  tratamento  de  doenc¸as da  pele  e  relacionadas  ou  o
so  de  concentrac¸ões  desses  anestésicos  locais  descobertas
omo  menos  citotóxicas.
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onclusão
 atividade  citotóxica  dos  anestésicos  locais  aminoamida
nvestigados  em  linhagens  celulares  (A375  e  Hs294T)  de
elanoma  depende  da  concentrac¸ão,  do  agente  e  do  tempo
e  exposic¸ão.  Dos  anestésicos  locais  estudados,  ropiva-
aína  foi  menos  citotóxica  em  comparac¸ão  com  lidocaína  e
ombinac¸ão  de  lidocaína-ropivacaína.  A  apoptose  nas  linha-
ens  celulares  foi  mediada  através  da  atividade  da  caspase-3
 caspase-8.  A  viabilidade  celular  não  foi  afetada  pela  acidez
os  anestésicos  locais  estudados.  Este  estudo  teve  algumas
imitac¸ões.  Apenas  duas  linhagens  celulares  foram  investi-
adas  e  o  estudo  foi  in  vitro. Embora  o  estudo  dê  uma  ideia
a  atividade  citotóxica  desses  agentes  em  cenários  in  vitro,
ara  conﬁrmar  essa  atividade  ensaios  clínicos  em  populac¸ão
umana  são  necessários.
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